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RESUMO 

 
 A manipulação no período neonatal tem sido utilizada há algumas décadas 

como modelo experimental para analisar os mecanismos pelos quais variações 

precoces no ambiente do animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais, 

dando origem a alterações comportamentais e neuroendócrinas estáveis na vida 

adulta. Em ratos, a manipulação neonatal consiste do manuseio suave dos filhotes 

por alguns minutos, em geral durante as duas primeiras semanas de vida. 

Trabalhos prévios demonstram que a manipulação neonatal altera o eixo 

hipotálamo-hipófise-gônada, reduzindo a capacidade reprodutiva de fêmeas 

através da diminuição do comportamento sexual, do bloqueio da ovulação e 

promove um atraso na instalação da puberdade.  

Com isso, o objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos da manipulação 

neonatal sobre a função ovariana de ratas. Animais foram submetidos à 

manipulação neonatal durante 1 minuto, nos dez primeiros dias de vida pós-natal, 

e após três ciclos estrais regulares os ovários foram retirados, na fase do proestro, 

para análise histológica dos mesmos. 

 A análise estrutural dos ovários das ratas manipuladas mostrou que não 

houve diferença estatisticamente significativa no peso ovariano, no número total 

de folículos antrais por ovário e nos diferentes diâmetros da espessura da camada 

das células da teca de folículos antrais normais e atrésicos. A manipulação 

neonatal induziu aumento do número de folículos antrais normais por ovário, 

redução no número de folículos antrais atrésicos por ovário, aumento do número 
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de folículos antrais normais com diâmetros inferiores a 300 µm e uma diminuição 

do número de folículos antrais atrésicos com diâmetros entre 401-500 µm. 

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que a manipulação neonatal 

não induz alterações no desenvolvimento morfológico folicular e que, os 

mecanismos que levam a redução da capacidade reprodutiva de fêmeas 

provocada pela manipulação neonatal, como o bloqueio da ovulação, já visto em 

trabalhos do nosso laboratório, não estão associados a alterações de estrutura 

ovariana. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Manipulação neonatal 

 

 Os mecanismos neurais envolvidos no desenvolvimento de determinados 

comportamentos são regulados por interações genéticas e ambientais. Portanto, 

uma experiência sensorial no início da vida pós-natal pode afetar o 

desenvolvimento neural e o comportamento de um animal adulto. Dentre as 

influências ambientais que podem modificar o desenvolvimento neural estão os 

vários tipos de estímulos estressantes que atuam sobre o organismo em 

desenvolvimento (GONZÁLES et al, 1990). 

As duas primeiras semanas após o nascimento representam um período 

crítico para o desenvolvimento neural em ratos. Processos vitais como migração, 

divisão, diferenciação, crescimento e morte de células ocorrem no sistema 

nervoso nesse período (MISTRETTA; BRADLEY, 1978). 

Em ratos, a estimulação neonatal tipicamente consiste da “manipulação” 

dos filhotes por alguns minutos, em geral, durante os primeiros 10 dias de vida. 

Esse procedimento aparentemente não nocivo ao indivíduo tem como 

conseqüência na vida adulta uma série de alterações comportamentais e 

endócrinas que se caracterizam basicamente por uma diminuição do medo a 

ambientes novos. Além disso, sabe-se que esses animais quando adultos têm 

uma resposta menos acentuada da secreção de glicocorticóides pela supra-renal, 

quando expostos a estímulos estressores. Ou seja, ratos estimulados na infância 

apresentam uma secreção de corticosterona menor frente a novos estímulos 
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estressantes (LEVINE, 1993; MEANEY et al, 1993). Porém, os níveis basais de 

corticosterona de animais manipulados e não manipulados não diferem entre si 

quando adultos. As diferenças entre eles parecem ser devidas a uma sensibilidade 

diferencial do Sistema Nervoso Central ao mecanismo de retroalimentação 

negativa da supra-renal (LEVINE, 1994). 

 A principal característica da fase de desenvolvimento pós-natal do sistema 

de estresse, no rato, é o chamado período hiporresponsivo ao estresse. Essa fase 

ocorre a partir do dia 4 ao dia 14 pós-natal, e durante esse período, tanto as 

estimulações aparentemente inofensivas como a manipulação, quanto os 

estímulos estressores como frio e choque elétrico, induzem alterações 

comportamentais e endócrinas na vida adulta (LEVINE, 1994). As respostas ao 

estresse classicamente conhecidas incluem a ativação do eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal, que provoca a liberação do hormônio liberador de corticotrofina 

pelo núcleo paraventricular, de corticotrofina pela hipófise anterior e de 

glicocorticóides pelo córtex da adrenal (FRANCIS et al, 1996). A resposta 

endócrina ao estresse é um importante mecanismo homeostático e a secreção de 

glicocorticóides pelo córtex adrenal é a característica central dessa resposta 

(RHEES et al, 2001). A separação maternal dos neonatos de suas mães durante o 

desenvolvimento neonatal altera o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e as respostas 

ao estresse (RHEES et al, 2001). 

A ampla distribuição do hormônio liberador de corticotrofina (CRH) no 

Sistema Nervoso Central (SNC) sugere que esse peptídeo atue não só 

estimulando e eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), mas também como um 

neurotransmissor em regiões extra-hipotalâmicas, as quais estão envolvidas nas 
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respostas do organismo a estímulos estressantes, como o núcleo central da 

amígdala, hipocampo, córtex cerebelar e locus coeruleus (BLOOM et al, 1982; 

KAWATA et al, 1982; BUGON et al, 1982).  

Gonzáles et al. (1994), sugerem que a manipulação neonatal afetaria não 

apenas o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (LIU et al, 1997; PLOTSKY e MEANEY, 

1993), mas também o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal. Também foi demonstrado 

que tanto o estresse pré-natal (WARD, 1994) quanto à estimulação neonatal 

(LUCION et al, 1997) pode diminuir o comportamento sexual em machos e 

fêmeas.  

 Devido às dificuldades inerentes à complexidade dos mecanismos que 

controlam a variações hormonais cíclicas em fêmeas, a maioria dos estudos sobre 

mecanismos fisiológicos em geral é realizada em animais machos. O modo tônico 

de liberação da testosterona facilita o entendimento dos mecanismos fisiológicos 

em machos. Ao contrário, para se estudar o organismo feminino é necessário o 

acompanhamento das fases do ciclo estral. Essa complexidade e conseqüentes 

dificuldades contribuem para o pouco esclarecimento sobre os eventos fisiológicos 

que controlam a reprodução nas fêmeas (ANSELMO-FRANCI et al, 1999).   

 

1.2 Manipulação neonatal e reprodução 

 

Trabalhos em nosso laboratório têm demonstrado que a manipulação 

neonatal além de causar ciclos anovulatórios (GOMES et al, 1999) causa um 

aumento do conteúdo do hormônio liberador de hormônio luteinizante (LHRH) na 

área pré-óptica medial (APOM), diminuição da secreção de hormônio luteinizante 
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(LH), prolactina (PRL) (GOMES et al, 2005) e estradiol na tarde da fase proestro 

do ciclo estral de ratas. Essa redução na concentração de estradiol pode estar 

alterando o mecanismo de retroalimentação positiva responsável pelo controle da 

secreção de LHRH e LH e, portanto, promovendo a redução da capacidade 

reprodutiva desses animais; já que o pico pré-ovulatório de estradiol representa 

um sinal permissivo e essencial para o processo ovulatório (CHAPPELL; LEVINE, 

2000; GONZÁLES et al, 2000). 

Com isso, os mecanismos endócrinos envolvidos com os processos 

reprodutivos femininos desde a instalação da puberdade até a execução do 

comportamento sexual, que é observado através do índice de lordose executada 

pela fêmea sobre o comportamento de monta apresentado pelo macho, são 

influenciados pela estimulação neonatal ou pela separação maternal. Mas, 

independente da origem precisa (manipulação neonatal ou separação maternal), a 

presença de alterações comportamentais e neuroendócrinas induzidas por 

estimulação sensorial neonatal que se manifestam durante a puberdade (SIECK; 

RAMALEY, 1975) e vida adulta, também podem influenciar a preservação da 

espécie através de mudanças no eixo hipotálamo-hipófise-gonadal.   

 

1.3  A rata como modelo experimental 

 

 Grande parte do conhecimento que possuímos, até o presente, sobre o 

controle do ciclo ovariano de mamíferos, cuja ovulação é espontânea, se deve aos 

resultados de estudos realizados sobre o ciclo estral das ratas (FREEMAN, 1994). 

A rata é um animal não sazonal e constitui um bom modelo experimental por 
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apresentar ovulação espontânea e um perfil de variações de gonadotrofinas e 

esteróides gonadais bastante semelhante ao da mulher, além de ter um ciclo 

estral de curta duração, ser um animal de pequeno porte e de fácil manutenção.  

 

1.4 O ciclo estral da rata 

 

O ciclo estral da rata é composto por quatro fases que além de 

expressarem mudanças na mucosa vaginal com a presença de células nucleadas, 

leucócitos e células cornificadas em cada período (MATTHEWS; KENYON, 1984), 

exibem variações nas concentrações hormonais de esteróides gonadais e 

conseqüentemente de gonadotrofinas. Também, associada a essas mudanças 

cíclicas é possível observar alterações comportamentais. Por exemplo, a noite do 

proestro é o período no qual a fêmea apresenta o “desejo sexual”, isto é, ela está 

pronta para o coito, o proestro dura de 12 a 14 horas e precede o estro. O estro 

dura de 25 a 27 horas, e é durante esse período, mais precisamente, durante a 

madrugada do estro que ocorre a ovulação. Se não há concepção, após o estro 

existe um período de recuperação, denominado metaestro ou diestro I, cuja 

duração é de 6 a 8 horas, seguido pelo diestro II que dura de 55 a 57 horas, onde 

se reinicia a secreção de hormônios ovarianos para o próximo ciclo (FREEMAN, 

1994). 

Os esteróides gonadais secretados durante o ciclo estral têm função 

essencial na modulação dos processos relacionados à reprodução em fêmeas. 

Eles atuam no hipotálamo, hipófise e ovários para coordenar a secreção cíclica de 

gonadotrofinas e, portanto, a ovulação (CONNEELY, 2001; HERBISON, 1998). De 
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fato, a ovulação requer picos de gonadotrofinas e prolactina no período pré-

ovulatório (ANSELMO-FRANCI et al, 1997; ISHIKAWA, 1992; SCHWARTZ, 2000). 

 A variação das concentrações dos esteróides gonadais funciona como um 

gatilho para a cascata de eventos que induzem o pico pré-ovulatório desses 

hormônios (CONNEELY, 2001; ISHIKAWA, 1992; SCHWARTZ, 2000). O estradiol, 

um dos esteróides gonadais, apresenta uma baixa concentração plasmática entre 

o estro e a manhã do metaestro, e começa a aumentar na tarde dessa fase, 

alcançando valores mais altos ao redor do meio dia do proestro, caindo no fim da 

tarde até atingir os valores basais no início da madrugada do estro. Enquanto que 

a concentração plasmática de progesterona, outro esteróide gonadal, começa a 

aumentar quase simultaneamente com o pico pré-ovulatório do hormônio 

luteinizante (LH), atinge o pico juntamente com ele e retorna a valores basais na 

manhã do estro. Um segundo pico de progesterona inicia ao meio dia do 

metaestro, mantendo-se na madrugada do diestro e caindo para valores basais no 

início da manhã (BUTCHER et al, 1974; SMITH et al, 1975; FREEMAN, 1994). 

 Conforme Smith et al. (1975), o padrão de secreção da prolactina, do LH e 

do hormônio folículo estimulante (FSH) é similar durante a maior parte do ciclo 

estral. As concentrações desses hormônios permanecem baixas e não são 

modificadas até à tarde e início da noite do proestro. As concentrações 

plasmáticas de FSH e de prolactina, diferente do LH, apresentam um novo 

aumento no estro (pico secundário) (SZAWKA; ANSELMO-FRANCI, 2004). O 

aumento do FSH no plasma durante o estro ocorre no período da manhã, e esse 

pico secundário de FSH é necessário para o recrutamento de folículos para o 

próximo ciclo, pois o recrutamento folicular foi bloqueado quando o pico 
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secundário de FSH foi impedido. Já o pico secundário de prolactina ocorre na 

tarde do estro e pode estar relacionado à função luteotrófica (SZAWKA; 

ANSELMO-FRANCI, 2004). 

 

1.5 A foliculogênese 

 

 Devido aos trabalhos realizados em ratas que grande parte dos achados 

recentes sobre os mecanismos que regem a foliculogênese existe. Tanto o 

recrutamento folicular quanto à seleção do folículo dominante é muito similar entre 

os primatas e roedores, com exceção de que nos roedores, múltiplos folículos 

tornam-se dominantes durante cada ciclo estral. Além disso, diferentemente dos 

roedores, cujos folículos primordiais só são formados nos três primeiros dias após 

o nascimento, no ovário humano, esses folículos já estão presentes desde a 

vigésima semana de vida fetal (HIRSHFIELD, 1991). 

A determinação do número total de folículos no ovário da maioria dos 

mamíferos é determinada no período fetal, corroborando com o dogma central da 

biologia reprodutiva, de que as fêmeas nascem com um número finito de células 

germinativas e que regridem sem reposição ao longo da vida pós-natal. No 

entanto, estudos recentes têm mostrado que o mesmo parece não ocorrer em 

roedores, uma vez que foi demonstrada a existência, no ovário, de células 

germinativas com capacidade de proliferação e diferenciação celular, capazes de 

sustentar a produção de folículos e oócitos na vida pós-natal de camundongos 

(JOHNSON et al, 2004). 
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Atualmente tem-se evidenciado que alguns neurotransmissores como a 

noradrenalina (NA) e o polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP) e também os fatores 

de crescimento neural (NGF) estão bastante envolvidos com os processos que 

regem a foliculogênese em mamíferos, principalmente nas fases iniciais do 

desenvolvimento folicular, independente de gonadotrofinas (DISSEN et al, 2002) 

Juntamente com esses fatores de crescimento neural, os 

neurotransmissores noradrenalina e VIP estão também envolvidos na fase mais 

tardia do desenvolvimento folicular, quando os folículos passam a ser responsivos 

a ação das gonadotrofinas. Por mecanismos ainda pouco esclarecidos, esses 

neutrotransmissores parecem ser os principais responsáveis pela expressão de 

receptores para gonadotrofinas, principalmente do receptor para o hormônio 

folículo estimulante (FSHR) nos folículos em desenvolvimento (MAYERHOFER et 

al, 1997; ROMERO et al, 2002). 

Ainda que muitos dos estudos sobre os métodos que regem a 

foliculogênese ainda sejam controversos, de uma forma geral, esses processos 

são influenciados por fatores intra e extracelulares ainda pouco conhecidos. Sabe-

se que os folículos primordiais iniciam um processo dinâmico de diferenciação e 

proliferação celular (recrutamento inicial) que garante a formação de pools de 

folículos aptos a serem recrutados ciclicamente pelas gonadotrofinas e que 

culminam com a formação de folículos ovulatórios (MCGEE; HSUEH, 2000). 
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2. OBJETIVO 

 
 O presente trabalho tem por objetivo estudar os efeitos da manipulação 

neonatal sobre a função ovariana de ratas Wistar adultas. A hipótese formulada é 

de que as alterações reprodutivas observadas nas fêmeas manipuladas possam 

ser causadas por uma alteração estrutural do ovário secundária a essa 

manipulação. Para testarmos essa hipótese, as gônodas foram analisadas através 

de abordagens morfológica e estrutural, utilizando uma análise histopatológica do 

ovário na fase do proestro do ciclo estral de ratas manipuladas e não-

manipuladas.  

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Foram utilizadas 20 ratas Wistar prenhas, provenientes do biotério do 

Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS). Essas ratas tiveram o momento do parto controlado 

rigorosamente. No dia seguinte ao nascimento, as ninhadas foram padronizadas 

em 8 filhotes; aos 22 dias de vida os animais foram desmamados e as fêmeas 

foram mantidas em caixas, com no máximo 5 ratas cada até a idade adulta. Todos 

os animais foram mantidos em uma sala com ciclo claro-escuro de 12/12 horas 

com início da fase escura às 18 horas, com temperatura mantida em torno de 24º 

C e com livre acesso à água e comida.  



 10

 

3.2 Grupos  

Os animais foram divididos em dois grupos: 

Não-manipulados (controle):  animais que não receberam nenhum tipo de 

manipulação até o dia 10 após o nascimento. Depois disso, as caixas eram limpas 

conforme a rotina do biotério. Número de animais= 15. 

Manipulados:  animais que foram brevemente manipulados durante 1 

minuto por dia, durante os 10 primeiros dias de vida.  A manipulação consistiu em 

levar a ninhada para uma sala anexa ao biotério, com o mesmo fotoperíodo e 

temperatura, separar os filhotes da mãe, que foi mantida em uma caixa ao lado, e 

manipulá-los utilizando-se luvas látex finas, todos juntos, acima do ninho, 

gentilmente. Após essa manipulação todos os filhotes foram devolvidos ao mesmo 

tempo ao ninho, logo sendo recolocada a mãe. Os procedimentos de manipulação 

iniciaram no dia seguinte ao nascimento dos filhotes (Dia1). Número de 

animais=15. 

A figura 1 mostra de forma esquemática o procedimento de estimulação 

neonatal utilizado nesse experimento. 
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Figura 1: Modelo de manipulação neonatal 

O procedimento de manipulação neonatal utilizado foi o mesmo descrito em 

trabalhos clássicos sobre estimulação por manipulação (DENENBERG, 1964; 

HESS et al, 1969). 

 

3.3 Análise do ciclo estral 

A coleta da secreção vaginal (figura 2) foi realizada diariamente às 10 horas 

da manhã, em ratas com idade a partir de 65 dias. O esfregaço vaginal foi 

coletado e analisado a fresco no microscópio óptico (figura3). Foram utilizadas no 

experimento somente ratas que apresentaram no mínimo três ciclos estrais 

regulares.  

Não-Manipulados:

Adultos

Manipulados:

1 minuto / dia

 Adultos

ou

1°�� 10° dia após o nascimento:
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Figura 2: Coleta de secreção vaginal 
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Figura 3: Células coletadas por meio de esfregaço vaginal nas diferentes fases do 

ciclo estral da rata. 

 

3.4 Peso ovariano 

 Fêmeas adultas Wistar foram decapitadas para coleta dos ovários. Após a 

retirada, os ovários foram isolados do tecido adiposo adjacente e pesados em uma 

balança de precisão. 

 

3.5 Análise morfológica do ovário 

Este experimento teve por objetivo realizar uma análise de diferentes 

parâmetros estruturais ovarianos. Os ovários fixados em paraformaldeído 10% 

 

      Metaestro         Diestro 

        Proestro                 Estro 
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foram impregnados em parafina para análise histológica. Foram realizados cortes 

seriados de 8µm de espessura em um micrótomo e corados com hematoxilina e 

eosina. Utilizando um microscópio óptico associado a um sistema de imagens, 

foram analisados, a cada corte (figura 4), os seguintes parâmetros de acordo com 

os critérios apresentados por Lara et. al (2000): 

a) Contagem do número de folículos por ovário: 

a.1) Número de folículos antrais normais:  definidos como aqueles que 

apresentam uma cavidade antral bem definida contendo um oócito com um 

núcleo.  

a.2) Número de folículos antrais atrésicos:  aqueles que apresentam células da 

granulosa em processo degenerativo e muitas vezes com aparente 

degeneração oocitária. 

b) Medida do diâmetro folicular: 

b.1) Tamanho de folículos antrais saudáveis e atrésicos:  a análise 

morfométrica do diâmetro de cada folículo antral e atrésico foi realizada através 

do uso de um sistema de análise de imagem digital. 

c) Avaliação da espessura da camada das células da teca  

d) Avaliação de uma possível disfunção ovariana através da avaliação da 

incidência de cistos foliculares: 

d.1) Cistos: folículos com ampla cavidade antral, delgada camada de células da 

granulosa e hipertrofia tecal.  
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d.2) Folículos tipo III: definidos como grandes, destituído de oócito, contém de 4 

a 5 camadas de pequenas e densas células granulosas circundando um grande 

antro e com compartimento tecal normal.  

 

 

4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os diferentes dados desse experimento são apresentados em média ± erro 

padrão da média. As diferenças foram analisadas através do Teste t de Student. O 

nível crítico foi fixado em 5% (p<0,05) para se admitir uma diferença de valores 

como estatisticamente significantes. 
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Figura 4 : Aspecto morfológico de ovário de rata não-manipulada. (A) Folículo primário 

saudável, (B) Folículo secundário saudável, (C) Folículo secundário atrésico, (D) Folículo 

antral saudável, (E) Folículo antral atrésico, (F) Corpo Lúteo. 10 x. 

A B 

C D

E F 
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5. RESULTADOS 
 
 
 
Peso ovariano 

 
 Fêmeas manipuladas e não-manipuladas não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa em relação ao peso dos ovários coletados (Figura 5).   

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5:  Peso dos ovários coletados de ratas não-manipuladas e manipuladas 

durante os dez primeiros dias de vida pós-natal. Número de animais = 15 (p>0,05 

Teste t de Student) 
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Análise morfológica do ovário 

 

 O número de folículos antrais totais, folículos antrais normais mais folículos 

antrais atrésicos, quantificados nos ovários dos animais dos grupos manipulados e 

não-manipulados não foi diferente entre os grupos estudados (figura 6). 

 

  

Figura 6:  Número total de folículos, antrais normais mais antrais atrésicos 

encontrados no ovário direito de ratas do grupo não-manipulado e manipulado. 

Número de animais = 10 (p>0,05 Teste t de Student). 

 

0

5

10

15

20

25

30

Manipulado (n=10)
Não-Manipulado (n=10)

N
úm

er
o 

de
fo

líc
ul

os
/o

vá
ri

o



  19

 O número de folículos antrais normais encontrados nos ovários dos animais 

do grupo manipulado foi significativamente maior ao encontrado nas ratas do 

grupo não-manipulado. O número de folículos antrais atrésicos quantificados nos 

ovários dos animais do grupo manipulado foi significativamente menor ao 

encontrado nas ratas do grupo não-manipulado (figura 7). 
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Figura 7:  Número de folículos antrais normais e número de folículos antrais 

atrésicos encontrados no ovário direito de ratas do grupo não-manipulado e 

manipulado. Número de animais = 10. * Comparado ao grupo não-manipulado 

(p<0,05 Teste t de Student). 
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A análise da distribuição dos folículos antrais normais por tamanho mostrou que a 

manipulação neonatal não alterou significativamente o número de folículos antrais 

normais com tamanhos entre 301-400 µm, com tamanhos entre 401-500 µm nem 

folículos com superiores a 500 µm, mas aumentou o número de folículos antrais 

normais com diâmetros inferiores a 300 µm (figura 8). 
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Figura 8:  Distribuição do número de folículos antrais normais por diâmetro no 

ovário direito de ratas do grupo não-manipulado e manipulado. Número de animais 

= 10. * Comparado ao grupo não-manipulado (p<0,05 Teste t de Student). 
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A análise da distribuição dos folículos antrais atrésicos por tamanho 

mostrou que a manipulação neonatal não alterou significativamente o número de 

folículos antrais atrésicos com tamanhos inferiores a 300 µm e com tamanhos 

entre 301-400 µm, mas diminuiu o número de folículos antrais atrésicos com 

diâmetros entre 401-500 µm (figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9:  Distribuição do número de folículos antrais atrésicos por diâmetro no 

ovário direito de ratas do grupo não-manipulado e manipulado. Número de animais 

= 10. * Comparado ao grupo não-manipulado (p<0,05 Teste t de Student). 
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A análise da espessura da camada de células da teca de folículos antrais 

normais distribuídos por tamanho mostrou que não houve diferença significativa 

entre os animais dos grupos manipulados e não-manipulados (figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10:  Espessura da teca de folículos antrais normais distribuídos por 

diâmetro no ovário direito de ratas do grupo não-manipulado e manipulado. 

Número de animais = 10 (p>0,05 Teste t de Student). 
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A análise da espessura da camada de células da teca de folículos antrais 

atrésicos distribuídos por tamanho mostrou que não houve diferença significativa 

entre os animais dos grupos manipulados e não-manipulados (figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11:  Espessura da teca de folículos antrais atrésicos distribuídos por 

diâmetro no ovário direito de ratas do grupo não-manipulado e manipulado. 

Número de animais = 10 (p>0,05 Teste t de Student). 
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6. DISCUSSÃO 

 

 Considerando os resultados deste estudo, a manipulação neonatal 

promoveu um aumento significativo de folículos ovarianos antrais normais e 

não induziu a formação de cistos ovarianos. Apesar de estudos em nosso 

laboratório provarem que a manipulação neonatal reduz a capacidade 

reprodutiva de fêmeas através da diminuição do comportamento sexual, do 

atraso na instalação da puberdade e do bloqueio da ovulação, nossos 

resultados mostraram que não houve alterações no desenvolvimento folicular 

morfológico nos ovários dessas ratas manipuladas. O mecanismo de liberação 

dos folículos pré-ovulatórios do ovário encontrar-se reduzido, parece estar 

relacionado a alterações hormonais decorrentes da manipulação neonatal, mas 

não no seu processo de crescimento e maturação. 

 

6.1 Desenvolvimento folicular ovariano 

 

A análise dos ovários mostra que a morfologia está preservada, porém a 

manipulação neonatal causa alterações quantitativas no desenvolvimento 

folicular ovariano, como um significativo aumento no número de folículos 

antrais normais e uma diminuição no número de folículos antrais atrésicos, bem 

como um significativo aumento de folículos antrais normais de tamanho inferior 

a 300 µm de diâmetro e uma diminuição de folículos antrais atrésicos com 

tamanhos entre 401-500 µm de diâmetro. 
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É bem sabido que a função ovariana é regulada por sinais hormonais e 

intraovarianos que agem em sincronia para controlar o desenvolvimento 

folicular, a secreção de esteróides e a ovulação. Evidências indicam que a 

inervação simpática ovariana também contribui para esse processo regulatório 

facilitando tanto o desenvolvimento folicular (LARA et al, 1990) como a 

esteroidogênese ovariana (ADASHI, 1981). 

Dorfman et al. (2003), utilizando estresse por frio, encontraram 

significativa queda no número de folículos pré-antrais normais bem como 

acúmulo de folículos antrais com hipertrofia das células da teca, diferentemente 

dos nossos resultados já que não encontramos as células da teca 

hipertrofiadas, porém não constataram a queda do número de óvulos nem a 

instalação do quadro de ovários policísticos. Segundo esses autores, essas 

anormalidades se devem a um aumento na liberação de noradrenalina que 

ocorre logo após três semanas de experimento e conseqüente acúmulo do 

fator de crescimento neural (NGF) e de noradrenalina encontrados na quarta 

semana de estresse por frio. 

 Aceitando a capacidade do estresse por frio em promover tanto acúmulo 

de NGF quanto de noradrenalina no ovário (DORFMAN et al, 2003), é possível 

que a diminuição no número de folículos pré-antrais normais e acúmulo de 

folículos antrais, como mostrado esse acúmulo de folículos antrais nesse 

trabalho em ratas manipuladas (figura 7), seja devido a uma aceleração do 

processo de recrutamento folicular, decorrentes de altas concentrações de 

noradrenalina e NGF. Do mesmo modo, a capacidade do NGF em estimular a 

proliferação e diferenciação das células da teca (DISSEN et al, 2000) pode 
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explicar o acúmulo de folículos antrais com hipertrofia tecal encontrados 

unicamente nos ovários dos animais submetidos ao estresse por frio.  

 Lara et al. (1993) mostraram que cistos ovarianos induzidos pela 

administração de uma única dose intramuscular de valerato de estradiol (VE) é 

resultado de alterações na homeostasia de catecolaminas ovarianas, que se 

iniciam antes mesmo do desenvolvimento dos cistos. Lara et al. (2000) 

sugerem que essas alterações incluem aumentos no conteúdo e liberação de 

noradrenalina dos terminais nervosos do ovário e que, foi verificado após o 

aumento da liberação de noradrenalina desses terminais, um acréscimo de 

síntese intraovariana de NGF bem como de seu receptor, p75 NGFR, 

responsável possivelmente pela manutenção desses terminais, como visto pela 

capacidade do NGF em aumentar a atividade da enzima tirosina hidroxilase 

(TH), enzima limitante para a produção de noradrenalina. 

Paredes et al. (1998), utilizando uma combinação de estresses (restrição 

e frio) demonstraram que irregularidades do ciclo estral ocorrem 

simultaneamente à formação de folículos antrais anômalos com alta 

capacidade de secreção de esteróides ovarianos. Da mesma forma, o 

aparecimento de folículos anômalos e acúmulo de folículos antrais causados 

pela exposição crônica ao NGF são os principais responsáveis pelo acréscimo 

dos níveis plasmáticos de estradiol e conseqüente alteração da ritmicidade do 

ciclo estral (DISSEN et al, 2000).        

Nossos resultados mostram uma tendência ao aumento de folículos 

antrais saudáveis com mais de 500 µm de diâmetro (pré-ovulatórios) nas ratas 

manipuladas, que pode indicar uma deficiência na liberação dos mesmos. 

Esses dados podem inferir na possibilidade desses folículos (> 500 µm de 
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diâmetro) não expressarem receptores para FSH e LH, bloqueando dessa 

forma sua ruptura e subseqüente ovulação, uma vez que a ovulação depende 

do mecanismo de retroalimentação positiva que os esteróides gonadais 

exercem sobre o eixo hipotálamo-hipófise (FREEMAN, 1994; HERBISON, 

1998). Tendências a aumentos nas concentrações plasmáticas de testosterona 

e estradiol foram encontradas nas ratas tratadas cronicamente com NGF, o que 

foi também correlacionado com o aumento no número de folículos antrais 

(DISSEN et al, 2000). Igualmente, tanto a noradrenalina quanto o NGF são 

capazes de estimular a síntese de receptores para FSH e LH nos folículos 

ovarianos, facilitando dessa forma a ação das gonadotrofinas sobre as enzimas 

envolvidas na esteroidogênese (MAYERHOFER et al, 1997; ROMERO et al, 

2002). 

 Lara et al. (1990), trataram ratas com anticorpos para NGF, no período 

neonatal, e demonstraram que ocorreu uma diminuição do número de folículos 

antrais normais com diâmetro maior que 450 µm, com um concomitante 

aumento dos folículos antrais pequenos (menores que 300 µm) dessas ratas. 

Segundo esses autores, essa redução do número de folículos antrais largos 

achados nas ratas tratadas com NGF sugere que a inervação simpática 

ovariana é muito importante para o desenvolvimento folicular. O aumento do 

número dos folículos antrais pequenos, como mostrado nesse trabalho em 

ratas manipuladas (figura 8), pode ser tanto pelo aumento do recrutamento 

e/ou pelo interrompimento do desenvolvimento folicular desse estágio. 

Catecolaminas parecem exercer parte desse efeito facilitatório na função 

folicular pelo aumento do efeito estimulatório de gonadotrofinas. É bem 
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conhecido que catecolaminas e gonadotrofinas juntas estimulam a secreção de 

esteróides pelas células da teca e da granulosa (ADASHI, 1981). 

 

  6.2 Manipulação neonatal e reprodução  

 

Além da estimulação neonatal alterar o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal 

como mostrado por Liu et al. (1997), Meaney et al. (1985), Meaney et al. 

(1994), que focaram os eventos relacionados ao estresse, os resultados 

levaram a conclusão que a estimulação  poderia afetar sistemas neurais que 

modulam o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, como observado através do 

aumento da população de receptores para glicocorticóides no hipocampo e 

córtex frontal. Do mesmo modo, o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal poderia ser 

alterado pela estimulação neonatal. Esse evento no início da vida pós-natal 

poderia afetar sistemas neuromoduladores que estão associados 

funcionalmente às ações dos esteróides gonadais em nível central, já que 

perifericamente parece não ocorrer alterações, como verificado através da 

presença de um ciclo estral regular mostrado por Gomes et al. (1999) e através 

da presença de folículos aptos a serem ovulados, como mostrado nesse 

trabalho, em ratas manipuladas.  

No período pré-ovulatório existe o aumento na secreção de esteróides 

gonadais, que possuem função crucial na regulação de diversos mecanismos 

do sistema reprodutivo da fêmea, incluindo a receptividade sexual e a 

ovulação. Para coordenar a liberação cíclica de gonadotrofinas e a atividade 

ovulatória, esses hormônios exercem suas ações atuando sobre o hipotálamo, 

hipófise e ovários (CONNELY, 2001; MAHESH; BRANN, 1998). No proestro, 
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existe também um aumento na secreção do hormônio liberador de hormônio 

luteinizante (LHRH), do hormônio luteinizante (LH), do hormônio folículo 

estimulante (FSH) e de prolactina que atuam em conjunto, possibilitando dessa 

forma o evento da ovulação na madrugada da fase seguinte, o estro 

(FREEMAN, 1994). 

 

 6.3 Dinâmica folicular e múltiplas interações 

 

Concentrações basais de FSH são observadas desde a manhã do estro 

até a tarde do proestro, quando ocorre o pico pré-ovulatório. Na madrugada do 

estro ocorre um pico secundário de FSH, cuja função parece estar relacionada 

ao recrutamento de folículos destinados a crescerem e, provavelmente, serem 

ovulados no próximo ciclo. Esse pico secundário de FSH é estimulado pelo 

estradiol aumentado do proestro (HIRSHFIELD; MIDGLEY, 1978).  

O crescimento do folículo pré-ovulatório é dependente da interação do 

estradiol, FSH e LH. O FSH liga-se a seus receptores nas células da granulosa 

dos folículos antrais pequenos e estimula a produção de estradiol pela indução 

ou aumento da aromatase, enzima que catalisa a biossíntese do estradiol a 

partir dos andrógenos. O aumento da produção de andrógenos, pelas células 

da teca, leva ao aumento da concentração de estradiol folicular, esse estradiol 

passa a exercer o papel regulador, pois ele aumenta a habilidade do FSH em 

estimular o AMPc, que por sua vez tem uma maior capacidade de se ligar aos 

seus sítios aumentando a atividade da aromatase, consecutivamente 

aumentando o número de receptores de LH e aumentando a responsividade ao 

LH como também ao FSH (RICHARDS, 1980).  
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Dados não publicados do nosso laboratório mostram que existe um 

aumento significativo de FSH plasmático na madrugada do estro em ratas 

manipuladas. Concomitantemente, podemos inferir que o fato das ratas 

manipuladas, desse experimento, apresentarem um acúmulo no número de 

folículos antrais normais, possa ser devido a esse aumento de FSH no estro, 

uma vez que o pico secundário de FSH está relacionado ao recrutamento de 

folículos destinados a serem ovulados no próximo ciclo (HIRSHFIELD; 

MIDGLEY, 1978). 

Por outro lado, Gomes et al. (2005), mostraram que o estradiol está 

reduzido no plasma de ratas manipuladas durante o proestro, podendo dessa 

forma alterar a secreção de FSH no estro. Conforme nossos resultados, foi 

demonstrado um aumento significativo de folículos antrais normais nas ratas 

manipuladas, sugerimos que poderia existir uma alteração na síntese do 

complexo enzimático aromatase, que converte uma significativa porção de 

androstenediona e testosterona em estradiol, nas células da granulosa de 

folículos pré-ovulatórios. Essa provável alteração da aromatase poderia ser a 

causa dessa redução de estradiol plasmático durante o proestro, uma vez que 

o estradiol, através do mecanismo de retroalimentação positiva, pode 

influenciar a ocorrência da secreção de LHRH que estimula a secreção de 

gonadotrofinas necessárias para a ovulação.  

O controle do pico secundário de FSH ainda não está totalmente 

elucidado, embora esteja bem estabelecido que ele não depende do LHRH, 

mas sim do pico de LH induzido pela queda dos níveis plasmáticos de inibina. 

Além disso, a administração de progesterona aumenta as concentrações 
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plasmáticas de FSH na madrugada do estro em ratos que tenham o pico pré-

ovulatório de LH bloqueado (WATANABE et al, 1990). 

A ação estimulatória da progesterona na secreção de FSH pode ser 

exercida tanto diretamente por níveis hipofisários, quanto indiretamente através 

da inibição da produção ovariana de inibina.  A primeira possibilidade é 

constatada pelo fato de que a liberação de FSH basal e a máxima resposta do 

FSH ao LHRH em culturas de células adeno-hipofisárias são estimuladas pela 

progesterona (DROUIN; LABRIE, 1981). 

 Tébar et al. (1997) sugerem que a secreção de progesterona na tarde 

do proestro, induzida pelo pico de LH, não está envolvida com a queda da 

síntese e secreção de inibina ovariana, mas pode regular a liberação do FSH 

do estro pela estimulação da produção de ativina. O peptídeo ativina estimula a 

expressão para os receptores de FSH (FSHR), e os níveis circulantes de FSH 

são aumentados pela ação da ativina (MINEGISHI, 2004). 

 É amplamente aceito que gonadotrofinas regulam direta ou 

indiretamente a expressão de muitas proteínas no ovário, incluindo fatores de 

crescimento, enzimas e fatores de transcrição que podem induzir múltiplas 

cascatas de sinalização (RICHARDS, 2001). Bastida et al. (2005) mostraram 

que o aumento da atividade da enzima ornitina descarboxilase (ODC) no ovário 

em diferentes estágios de desenvolvimento folicular apontam um importante 

papel na fisiologia ovariana de ratas. Em fêmeas adultas, o pico pré-ovulatório 

de ODC que segue o pico de LH na noite do proestro parece estar relacionado 

à capacidade de secreção de progesterona pelo corpo lúteo, que é necessária 

para o sucesso da implantação e do desenvolvimento do ovócito. Bastida et al. 

(2005), utilizando anticorpos para ODC através de imunoistoquímica, indicaram 
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que, em ovários de ratas, a presença de ODC nas células da teca e da 

granulosa dos folículos antrais pode sugerir a hipótese de que a indução de 

ODC na noite do proestro pode ser necessária para a luteinização das células 

da teca e da granulosa de um folículo ovulatório.   

 Como mostrado por Gomes et al. (2005), o grupo manipulado não 

apresenta o pico pré-ovulatório de LH no proestro. Com isso, podemos sugerir 

que as ratas manipuladas deste experimento também possam não apresentar 

ativação suficiente de ODC, que segue o pico de LH, podendo ser uma das 

hipóteses de ratas manipuladas apresentarem ciclos anovulatórios, uma vez 

que mostramos uma tendência ao aumento de folículos antrais saudáveis 

maiores que 500 µm de diâmetro em ratas manipuladas.  

Na tentativa de esclarecermos nossa dúvida sobre as ratas manipuladas 

desse estudo apresentarem a morfologia ovariana preservada, porém um 

bloqueio da ovulação, a tendência seja acreditarmos em um problema de 

regulação central nessas ratas. Gomes et al. (2005), pela técnica de punch, 

encontraram no grupo manipulado um aumento significativo do conteúdo de 

LHRH na Área Pré-Óptica Medial (MPOA), na tarde do proestro, podendo 

representar uma deficiência na sua liberação, bloqueando assim o pico pré-

ovulatório de LH e FSH e a ovulação.  

Considerando que a principal função da gônada feminina é promover a 

liberação de um oócito viável à fertilização e garantir o sucesso da propagação 

da espécie, que o processo de crescimento e maturação dos folículos 

ovarianos e a ovulação são eventos críticos da função reprodutiva feminina, 

qualquer fator que interfira no funcionamento desse eventos podem prejudicar 

o sucesso reprodutivo. Assim, os resultados demonstrados nesse estudo 
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indicam que a manipulação neonatal causa alterações quantitativas no 

desenvolvimento folicular ovariano, como um significativo aumento no número 

de folículos antrais normais e uma diminuição no número de folículos antrais 

atrésicos, contudo a morfologia ovariana se mantém preservada nessas ratas 

quando adultas. Possivelmente uma falha na estimulação ovariana decorrente 

da manipulação neonatal parece estar envolvida no mecanismo de expulsão do 

óvulo do ovário, mas não na sua produção. 

O ciclo reprodutivo de uma fêmea é decorrente de uma série de 

acontecimentos que incluem a ovulação, a cópula, a fertilização, a prenhez, o 

parto e a capacidade de cuidar dos filhotes (SCHWARTZ, 2000). Deste modo, 

mais estudos são necessários para o esclarecimento completo dos efeitos da 

manipulação neonatal sobre a reprodução e os mecanismos envolvidos na 

redução da função reprodutiva em ratas submetidas à manipulação neonatal. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que: 

 

      - a manipulação neonatal induziu alterações quantitativas no desenvolvimento 

folicular ovariano, como observado no aumento do número de folículos antrais, 

diminuição no número de folículos antrais atrésicos, aumento do número de 

folículos antrais normais com diâmetros inferiores a 300 µm e na diminuição do 

número de folículos antrais atrésicos com diâmetros entre 401-500 µm; 

- a manipulação neonatal não induziu alterações morfológicas no 

desenvolvimento folicular; 

- os mecanismos que levam a redução da capacidade reprodutiva de fêmeas 

provocada pela manipulação neonatal, como o bloqueio da ovulação, já visto 

em trabalhos do nosso laboratório, não estão associados a alterações de 

morfologia ovariana. 
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